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Probiotic  bacteria  confer  a  health  benefit  to  the  host  when  administered  in 










L.  rhamnosus  GG  (LGG),  B.  animalis  subsp.  lactis  BB‐12  (BB‐12),  and  oral 
Bifidobacterium isolates.  








factors.  The  effect  on  S.  mutans  or  total  oral  microbiota  seems  to  be  limited. 
However,  probiotics  may  have  promising  effects  on  gingival  health  by  direct 
microbial interactions and immunomodulation. 





Probioottiset  bifidobakteerit  ja  laktobasillit  suussa  –  vuorovaikutuksista 
biofilmien ja isännän kanssa 
Turun  yliopisto,  Lääketieteellinen  tiedekunta,  Hammaslääketieteen  laitos, 





Hammaskaries  sekä  iensairaudet,  gingiviitti  ja  parodontiitti,  ovat  seurausta  suun 
mikrobiston  tasapainon  järkkymisestä.  Suussa  probiootit  saattavat  edistää 
ienterveyttä, mutta  ne  voivat  olla  haitallisia  hampaiston  terveyden  näkökulmasta. 
Tässä  väitöskirjatutkimuksessa  selvitettiin  probioottien  ominaisuuksia 
hammaskarieksen näkökulmasta, niiden integraatiota ja vaikutuksia suun biofilmeihin 
in  vitro,  sekä  kliinisessä  tutkimuksessa  vaikutusta  terveiden  koehenkilöiden  syljen 
mikrobiston  koostumukseen  ja  mutans‐streptokokkien  määrään,  ienterveyteen  ja 
isännän  immuunivasteeseen.  Tutkimuksissa  käytettiin  probiootteja  Lactobacillus 
reuteri ATCC 55730  ja ATCC PTA 5289, L.  rhamnosus GG, Bifidobacterium animalis 
subsp. lactis BB‐12, sekä suusta eristettyjä bifidobakteereita. 
Tutkitut  L.  reuteri  ‐kannat  erosivat  toisistaan  sylkivälitteisessä  kiinnittymisessä  ja 




tabletin  käyttö  ei  vaikuttanut  syljen  mutans‐streptokokkien  määrään  tai 
kokonaismikrobistoon.  Probiootteja  käyttäneiden  koehenkilöiden  plakin  määrä  oli 
kuitenkin  vähentynyt  ja  ienterveys  kohentunut  ja heidän  sylkensä matriksimetallo‐
proteinaasi (MMP)‐9:n ja MMP‐estäjän, TIMP‐1:n, pitoisuudet erosivat alkutilanteesta.  
Probioottibakteerien  vaikutukset  suussa  riippuvat  käytetystä  bakteerikannasta  ja 
ympäristötekijöistä.  Vaikutus  mutans‐streptokokkeihin  ja  suun  kokonaismikro‐
bistoon  on  vähäinen.  Isännän  immuunivasteen  tehostaminen  saattaa  olla 
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symbiotically  with  the  host  (Hugon  et  al.  2015).  When  the  equilibrium  in  the 







benefits  (Schrezenmeir  and  de  Vrese  2001). WHO  has  defined  probiotics  as  live 
bacteria which, when administered in adequate amounts, confer a health benefit to 
the host  (Hill et al. 2014). The most commonly used and studied genera fulfilling 
these  criteria  are  Lactobacillus  and  Bifidobacterium.  The  idea  behind  probiotic 
consumption is to expose indigenous microbiota and the host’s immune system to 
viable  micro‐organisms  for  health  benefits,  as  well  as  to  strengthen  the  host's 
colonization  resistance  against  potential  pathogens.  Requirements  that  probiotic 
bacteria  are  expected  to  fulfil  are  scientifically  proven  beneficial  physiological 
effects, human origin, safety for human use, survival  in gastrointestinal tract and 





Microbiota  colonizing  the  oral  cavity  is  relatively  diverse  and  the  equilibrium 










al.  2016).  Information  on  probiotic  interactions  with  oral  microbiota  and  their 
immunomodulatory effects  in  the oral  cavity  is  scarce.  In  the present  study,  the 










saliva  adsorb  on  dental  surfaces.  Electrostatic  interactions  play  a  role  in  the 
formation  of  an  initial  pellicle  and  the  first  adhering  macromolecules  include 
phosphoproteins  such  as  acidic  proline‐rich  proteins,  statherins  and  histatins,  as 
well  as  high‐molecular‐weight  glycoproteins,  amylase,  cystatins,  lysozyme,  and 









Biofilm  is  a  natural  habitat  for  bacteria.  In  the  human  body,  tooth  surfaces  are 
unique non‐shedding surfaces. They have a distinct nature in bacterial adhesion and 
biofilm  formation  when  compared  with  mucosal  surfaces  anywhere  else  in  the 
body.  However,  the  biofilm  formation  on  tooth  surfaces  and  the  maturation  of 
dental plaque follows the same basic rules of biofilm formation as anywhere else in 
natural biofilms (Barraud et al. 2015; Kolenbrander et al. 2010). 
Bacterial adhesion on  the dental  salivary pellicle  is mediated by non‐specific and 
specific  interactions.  Non‐specific  adhesion  mechanisms  include  Van  der Waals, 
electrostatic  and  acid‐base‐interactions  and  specific  adhesion  mechanisms  are 






Veillonella,  and Neisseria  (Diaz  et  al.  2006;  Dige  et  al.  2009;  Huang  et  al.  2011; 
Kolenbrander et al. 2010; Li et al. 2004). Actinomyces and streptococci are in the 
inner clusters of early multi‐species biofilm (Dige et al. 2009; Kolenbrander et al. 
2010).  Co‐aggregation  of  other  bacterial  species  takes  place  during  biofilm 
maturation.  For  example,  Fusobacterium  nucleatum  is  an  important  ‘bridge’ 
organism between initial, early and late colonizers (Kolenbrander et al. 2010). Later 
colonizing  bacteria  include  periodontal  pathogens,  such  as  Tannerella  forsythia, 






In  addition  to  the  bacteria,  biofilm  has  also  extracellular  components,  e.g.,  an 
extracellular  polysaccharide  network  (EPS)  and  extracellular  DNA  (eDNA).  These 








determining  the  virulence  of  dental  plaque  (Koo  et  al.  2013).  For  example,  the 
availability  of  the  sugar  substituents,  e.g.,  sucrose  and  starch,  affects  the  EPS 
production (Duarte et al. 2008). eDNA carries genetic information between bacterial 






of  biofilm, while  facultative  and  obligate  aerobes  reside  at  the  periphery  of  the 
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The  microbial  diversity  and  composition  in  the  oral  health  is  being  researched 
intensively to understand the role of microbiome in normal oral physiology, and this 
research  has  lately  been  focused  on  microbial  clusters  associated  with  specific 
conditions,  rather  than  individual  species. Microbial  composition  varies  between 
different sites, niches, in oral cavity. Dental plaque has richer microbial structure, 
when  compared  with  other  environments,  such  as  saliva  and  buccal  mucosa. 
Microbial composition also varies during ageing and the development of dentition 
(Xu et al. 2015). Bik et al. (2010) studied the microbiome associated with oral health 
and  found  that  15  bacterial  genera were present  in  all  tested  individuals.  These 
genera belonged to the phyla Proteobacteria (including Neisseria, Cardiobacterium, 
Haemophilus,  and Campylobacter), Firmicutes  (Streptococcus, Granulicatella,  and 
Veillonella),  Fusobacteria  (Fusobacterium),  Actinobacteria  (Rothia,  Actinomyces, 
Corynebacterium, and Atopobium), and Bacteroidetes (Prevotella, Caphocytophaga, 
and  Bergeyella).  However,  inter‐individual  variation  in  the  oral  microbiome was 
large  (Bik  et  al.  2010).  Species  classified  as  oral  commensals  include,  e.g., 
Streptococcus mitis,  Streptococcus  oralis, Actinomyces  naeslundii,  Fusobacterium 




and  the  host,  are  important  for  the  protective  role  of  intrinsic  commensal 
microbiota. Resident oral microbiota offers a colonization resistance, which protects 
the  host  from  microbial  invasion  (He  et  al.  2014;  Zaura  et  al.  2014).  Proposed 
mechanisms  of  colonization  resistance  include  the  stimulation  of  host  immune 
response,  competition  for  substrates  or  adhesion  sites,  generation  of 




the  health  benefits  of  colonization  resistance  is  based  on  the  findings,  where 
pathogen  colonization  increases  after  the  disturbance  of  intrinsic  microbiota  by 










2016).  In  cavitated  caries  lesions,  dentinal  enzymes,  mainly  matrix 
metalloproteinases  (MMPs)  activated  by  acid  pulses  from  bacterial  metabolism, 
destroy the organic dentin matrix (Mazzoni et al. 2015).  
Plaque  associated  bacteria  have  a  role  in  the  disease  process,  and  several 
hypotheses have been introduced to explain the role of microbiota in dental caries. 
W.D.  Miller  (1889)  introduced  a  chemico‐parasitic  theory  in  1889,  when  he 
recognized, that caries process included actions of acids and germs. In the chemico‐
parasitic and non‐specific plaque theories, caries outcome is a result of the overall 
activity  of  total  microbiota  in  dental  plaque  (Theilade  1986).  According  to  the 
specific plaque hypothesis by Loesche (1976), specific bacteria in dental plaque are 
responsible  for  the  acid  production  and  tooth  demineralization.  Mutans‐
streptococci  (MS, mainly S. mutans  and S.  sobrinus) were  identified  as  the main 
caries pathogens (Loesche 1986).  
The relationship between MS and caries is strong. MS are frequently isolated from 
caries  lesions  and,  together  with  a  high‐sugar‐diet,  they  can  induce  the  caries 
process  in animals  (Tanzer et al. 2001). However, MS are  found also on clinically 
sound tooth surfaces, and caries lesions may develop also in the absence of MS (Aas 
et  al.  2008;  Nyvad  and  Kilian  1990).  Therefore,  in  1994,  Marsh  introduced  an 
ecological plaque hypothesis to explain the complicated role of microbiota  in the 
caries process. This  theory relies on the equilibrium of dental plaque;  the plaque 
bacterial  composition  does  not  significantly  change  during minor  changes  in  the 
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environment,  and  the  dynamic  stability  of  the  microbiota  is  due  to  a  balance 
between microbial interactions. However, if dental plaque is exposed to the changes 
in environmental factors, homeostasis might break down and predispose these sites 
to  caries.  Such  an  environmental  change  could  be,  for  example,  an  increased 
amount  or  frequency  of  sugar  intake  leading  to  the  acid‐production,  microbial 
adaptation,  and  selection  of  aciduric  bacteria  (e.g., MS  and  lactobacilli)  and  the 
inhibition of acid‐sensitive species (Marsh 1994; Takahashi 2008). 
The most  recent  hypothesis  of  the  caries  etiology  is  extended  ecological  plaque 
hypothesis, by Takahashi and Nyvad (2011), in which the caries process consists of 
three reversible stages: dynamic stability stage, acidogenic stage, and aciduric stage. 







by  increased  acidogenity  and  acidurance,  and  the  acidification  of  dental  plaque 
leads  to  the  selection  of  more  aciduric  bacterial  strains.  Acid‐induced microbial 
adaptation  and  selection  disturb  the  equilibrium  in  the  demineralization  and 
remineralization  cycles  initiating  a  caries process.  In  the  aciduric  stage,  rapid pH 
decreases  in  plaque  lead  to  the  replacement  of  Actinomyces  and  non‐mutans 
streptococci by more aciduric bacteria, e.g., MS, lactobacilli and bifidobacteria. Acid 





the  caries  process,  while  in  the  cavitated  lesions  other  bacterial  species,  e.g., 
bifidobacteria, lactobacilli, and Actinomyces spp. are dominant (Alcaraz et al. 2012; 
Corby  et  al.  2005;  Lapirattanakul  and  Nakano  2014;  Mantzourani  et  al.  2009a; 
Mantzourani  et  al.  2009b).  In a  study of occlusal  caries  in  its  various  stages,  the 
microbiota on enamel surfaces, and in fissures and carious dentin was studied by 
FISH and confocal microscopy (Dige et al. 2014). Sound and non‐cavitated carious 




scattered  streptococci  were  observed  in  shallow  fissures,  whereas  Lactobacillus 
spp., Bifidobacterium  spp.,  and  S. mutans were  found  on  cavitated  enamel  and 
dentin (Dige et al. 2014). The deepest parts of dentin caries lesions are not as acidic 
as more  superficial  parts,  and  the microbial  diversity  in  the most  acidic  parts  is 
significantly reduced, when compared to neutral sites. Species found in the most 































chemo‐organotrophic,  and  proteolytic  organisms  (How  et  al.  2016).  However, 
bacteria  associated  with  periodontal  diseases  are  frequently  found  also  in 
periodontally  healthy  subjects  and,  therefore,  the  crucial  point  in  the  disease 
process  is  the  host  response.  In  clinically  healthy  periodontium,  normal  oral 





Bacterial  clusters  associated  with  periodontal  diseases,  such  as  orange  complex 
(with,  e.g.,  F.  nucleatum  and  Prevotella  intermedia)  and  red  complex  (with  P. 
gingivalis, Tannerella  forsythia,  and Treponema denticola)  have  been  recognized 






production.  It  produces  several  virulence  factors,  defined  as  constituents  or 
metabolites essential to the various stages of the life cycle. External environment of 
the periodontopathogen often  regulates  the expression of virulence  factors.  In a 






A.  naeslundii  decreases  with  increasing  pocket  depth  in  periodontitis  subjects 
(Kamma et al. 2000; Liu et al. 2012; Vielkind et al. 2015; Ximénez Fyvie et al. 2000). 
In  an  in  vitro  biofilm  study,  the  presence  of A.  naeslundii  was  important  to  the 
growth of F. nucleatum (Periasamy et al. 2009). F. nucleatum is a member of mature 
dental  biofilm.  It  is  the  linking  organism  between  co‐aggregating  initial  and  late 
18  Literature Review   
colonizers (Kolenbrander et al. 2010). F. nucleatum is found in periodontally healthy 
subjects,  but  also  in  periodontal  disease  (Kamma  et  al.  2000).  Gram‐negative  F. 
nucleatum  is  a  part  of  the  orange  complex  associated with  the  development  of 
periodontal disease (Socransky et al. 1998). It plays a central role in the maturation 





for  extracellular  matrix  degradation.  They  are  involved  in  physiological 




pro‐inflammatory  processes,  their  levels  can  be  utilized  as  indicators  of  tissue 
destruction, but also as a sign of physiological and anti‐inflammatory defence (Sorsa 
et al. 2016). 
At  least MMP‐2, MMP‐3, MMP‐8,  and MMP‐20,  produced  by  odontoblasts,  are 
present  in human dentin  (Mazzoni  et  al.  2015;  Palosaari  et  al.  2003). MMPs are 






and  finally  in  cavity  formation  (Tjäderhane  et  al.  1998).  In  animal models, MMP 
inhibition resulted in a significant reduction in dentinal caries (Sulkala et al. 2001; 












gingivitis  and  periodontal  disease  (Nedzi  Góra  et  al.  2014;  Nizam  et  al.  2014; 
Rathnayake  et  al.  2013;  Salminen  et  al.  2014).  When  gingivitis  is  appropriately 





















Production  of  antimicrobial  substances,  e.g.,  bacteriocins,  to  inhibit  oral  microbiota 
(Haukioja 2010, Stamatova and Meurman 2010) 
 









acidogenity  have  also  been  studied.  The  effect  on  periodontal  health  has  been 
studied  by  measuring  plaque  and  gingival  index  (PI,  GI),  gingival  inflammation, 
bleeding on probing  (BOP), probing pocket depth (PPD), clinical attachment  level 
(CAL),  and  periodontal  pathogen  count.  Recently,  four  systematic  reviews 
summarizing the effects of probiotics on oral health have been published. Probiotics 
exert  no  severe  adverse  effects,  and  they  do  not  increase  the  risk  of  caries  or 
periodontal disease. Current evidence is  insufficient to recommend probiotics for 
the  management  of  dental  caries,  and  further  studies  should  be  performed  to 
ascertain their efficacy and safety for teeth. However, gingival health seems to be 
positively  affected  by  probiotic  therapy  (Cagetti  et  al.  2013;  Gruner  et  al.  2016; 
Martin Cabezas et al. 2016; Yanine et al. 2013).  
2.3.3. Oral colonization of probiotic bacteria 
Adhesion on oral  surfaces or  integration  into plaque biofilm are necessary  for at 
least  a  temporarily  successful  oral  cavity  colonization  by  probiotics.  Probiotic 
bacteria  may  adhere  on  dental  surfaces  via  acquired  salivary  pellicle  or  by  co‐





was  added  to  the  test  arrangement,  the  adhesion  of  bifidobacteria  increased 
significantly  and  the adhesion of  high‐binding  lactobacilli  decreased  significantly, 
when compared to the adhesion on s‐HA alone (Haukioja et al. 2006). Probiotic LGG 











temporarily  after  probiotics  consumption  (Yli‐Knuuttila  et  al.  2006).  In  a  2‐week 
intervention with L. reuteri (strains ATCC 55730 and ATCC PTA 5289) and LGG, four 
of  thirteen  subjects were  found with  LGG  and  six with  L.  reuteri  in  their  plaque 
(Marttinen et al. 2012). With other probiotic bacterial strains (BB‐12, Lactobacillus 
acidophilus  LA‐5,  and  L.  paracasei  subsp.  paracasei  F19),  no  colonization  of 
probiotics on dental surfaces after probiotic consumption has been observed (Ravn 
et al. 2012).  


















However,  several  studies  report  no  effects  on  the  caries‐associated  organisms 
(MS/LB in plaque/saliva) after probiotics consumption (Ahola et al. 2002; Keller et 
al. 2012; Petersson et al. 2011; Stecksén‐Blicks et al. 2009; Taipale et al. 2013). 
Probiotic studies  focusing of caries  incidence, show contrasting  results with each 
other.  LGG‐containing  milk  reduced  caries  in  subjects  who  were  consuming 
probiotics, especially in 3‐4‐year‐old children, when caries incidence was studied in 
22  Literature Review   
1‐6‐year‐old  children  (Näse  et  al.  2001).  Root  caries  lesions  were  more 







According  to  a  systematic  review  by  Gruner  et  al.  (2016),  probiotic  therapy 
significantly increases the chance of reducing MS count in ordinal counts, but when 
the used probiotic genera (lactobacilli and bifidobacteria) are analysed separately, 
only  bifidobacteria  contributed  to  this  beneficial  effect  significantly.  When  MS 






and  the  production of  lactic  acid  is  a  natural  characteristic  of  bifidobacteria  and 
lactobacilli  (Isolauri  2001;  Meurman  2005).  However,  cariogenic  organisms 
generate  acidic  conditions  and  survive  in  them  (Kianoush  et  al.  2014).  The most 









LGG  was  studied  in  vitro,  other  bacteria  were  responsible  for  the  increased 
cariogenity of the multispecies microcosm. LGG did not lower the pH but it survived 
in a highly cariogenic microcosm (Pham et al. 2011). L. reuteri ATCC 55730 and ATCC 
PTA  5289  also  integrate  in  oral  biofilms  in  vitro  with  no  effect  on  biofilm  pH 
(Madhwani and McBain 2011) and L. reuteri strains DSM 17938 and PTA 5289, LGG, 
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or  L.  plantarum  299v  do  not  increase  the  plaque  acidogenity  either  (Keller  and 
Twetman 2012; Marttinen et al. 2012). L. reuteri produces EPS from sucrose, which 
hypothetically increases the amount and cariogenity of dental plaque (Arsköld et al. 
2007).  When  environmental  factors  are  favourable,  organisms  with  cariogenic 
characteristics  may  disturb  the  balance  in  dental  biofilms  and  increase  plaque 
virulence. 
2.3.5. Probiotics in periodontal disease 
There are numerous clinical  studies of probiotics  in periodontal disease, and  the 
heterogeneity  between  different  studies  and  measured  parameters  is  large. 
Patients with gingivitis, experimental gingivitis, and periodontitis have been used as 
subjects  and  study  parameters  include  salivary  and  plaque  levels  of  periodontal 
pathogens;  probing  pocket  depth  (PPD)  and  clinical  attachment  level  (CAL);  and 
BOP, GI, and PI. Some studies report also immunological effects. Generally, probiotic 
interventions  have  been  short  with  periods  lasting  only  2‐3  weeks.  In  gingivitis 
patients and subjects with experimental gingivitis, probiotics have been shown to 





Probiotics  reduce  the  numbers  of  periodontal  pathogens  (e.g.,  P.  gingivalis,  P. 




elastase, MMP‐3,  IL‐8,  and  TNF‐α  in  GCF;  and  lowered  salivary  lactoferrin  levels 
(Shimauchi et al. 2008; Slawik et al. 2011; Staab et al. 2009; Twetman et al. 2009). 
2.3.6. Probiotics and matrix metalloproteinases 
Since  MMPs  play  a  role  in  both  caries  and  periodontitis,  the  possible 
immunomodulatory  actions  of  probiotics  in  these  diseases may  be mediated  by 
their  effects  on MMPs.  Probiotic milk with  L.  casei  Shirota  have  been  shown  to 
decrease  the  levels of MMP‐3  in gingival  crevicular  fluid  in healthy subjects with 
experimental  gingivitis  (Staab  et  al.  2009).  In  chronic  periodontitis  patients,  GCF 
MMP‐9 levels were shown to decrease and TIMP‐1 levels to increase significantly 
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more when probiotic  L.  reuteri was  added  to  traditional  SRP  therapy  (Ince et  al. 
2015).  The  effect  of  probiotic  bacteria  on  the  MMP  levels  in  caries  patients  is 
unknown.  However,  probiotics  have  been  found  to  affect  MMP  levels  in  other 
conditions:  in a mouse asthma model,  LGG has been shown  to decrease MMP‐9 
expression in lung tissue (Wu et al. 2014); cell‐free supernatant of L. rhamnosus and 








originally  been  isolated  in  the breast milk  and ATCC PTA 5289  in  the oral  cavity 
(Spinler et al. 2008). Both strains are widely used in probiotic products meant, for 
example,  for  infants,  or  designed  to  improve  gastrointestinal  health  or  gingival 




et  al.  2006),  but  the  adhesion of ATCC PTA 5289 on  s‐HA has not been  studied. 




















formation,  possible  mechanisms  include  high  co‐aggregation  between  L.  reuteri 
ATCC PTA 5289 and S. mutans  (Keller et al. 2011). L.  reuteri may also  inhibit  the 
adhesion of S. mutans by affecting its gene‐expression. L. reuteri DSM20016‐derived 
biosurfactants have  resulted  in  the down‐regulation of  the gene‐expression of S. 
mutans glucosyltransferases (gtfs) and that of fructosyltransferase (ftf) (Salehi et al. 
2014).  






et  al.  2012).  Interestingly,  strain  ATCC  55730  may  produce  higher  quantities  of 
reuterin than ATCC PTA 5289 (Jones and Versalovic 2009). However, when bacterial 
antagonism was studied in a biofilm model, both L. reuteri strains ATCC PTA 5289 
and ATCC  55730  decreased  total  anaerobe  and  streptococci  counts,  but  did  not 
decrease  the  amount  of  other  oral  pathogens,  with  or  without  added  glycerol 
(Madhwani and McBain 2011). 
In the mouth, L. reuteri has reduced MS count after probiotic consumption. In an 
intervention of  full‐mouth disinfection  followed by  the consumption of L.  reuteri 
DSM 17938 and ATCC PTA 5289, the patients with L. reuteri in their saliva after the 
study period showed slower regrowth of S. mutans (Romani Vestman et al. 2013). 
In  another  study,  salivary MS  count was  not  different  between  test  and  control 









term  colonization  of  probiotics  or  changes  in  the  plaque  microbial  composition 
(Stensson et al. 2014).  L. reuteri DSM 17938 and PTA 5289 may temporarily change 
the microbial  composition  as  in  the  study by  Romani Vestman et  al.  (2015),  the 
effect  was  transient  and  was  no  longer  present  one  month  after  the  probiotic 
intervention. 












et  al.  2012;  Krasse  et  al.  2006;  Teughels  et  al.  2013).  Furthermore,  reduced 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans count have been observed in the plaque 
of  periodontitis  patients  after  an  intervention  with  the  same  L.  reuteri  strains 
combined with SRP (Vivekananda et al. 2010). L. reuteri strains ATCC PTA 5289 and 
DSM 17938 combined with SRP in the treatment of periodontitis patients seems to 




Probiotic  L.  reuteri  ATCC  5289  and  ATCC  55730 modulate  the  oral  immunity  by 
reducing pro‐inflammatory cytokines IL‐8, IL‐17, and TNF‐α in the GCF of gingivitis 
and  periodontitis  patients  (Szkaradkiewicz  et  al.  2014;  Twetman  et  al.  2009).  A 
strain‐dependent difference has been observed in suppression of TNF‐α production. 
ATCC PTA 5289 supresses TNF‐α production while ATCC 55730 does not (Jones and 








eczema  (Meurman 2005;  Pace  et  al.  2015). With  respect  to  the oral  cavity,  LGG 
seems  to  be  a  harmless  organism, with  some  beneficial  effects.  In  an  adhesion 
experiment, LGG adhered well on s‐HA, but when F. nucleatum was added to the 
test arrangement, binding was  low (Haukioja et al. 2006; Stamatova et al. 2009). 




LGG uses only  glucose  for  acid production, while  fermentation with  sucrose  and 





















decrease  the  salivary MS  count  (Ahola  et  al.  2002).  Näse  et  al.  (2001)  exposed 
preschool  children  at  1‐6  years  of  age  to  LGG‐containing  milk  for  7  months. 
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Significant caries reduction after probiotic consumption was observed in children of 
3‐4  years.  Both  the  oral  colonization  of  LGG  and  the  reduction  of  S.  mutans  in 
children can be enhanced by chlorhexidine pre‐treatment (Aminabadi et al. 2011). 
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB‐12 
Bifidobacteria  are  frequently  found  in  the  gut  and  they  inhabit  especially  the 




BB‐12  uses  glucose  for  acid  production,  while  the  fermentation  of  sucrose  and 
lactose is low (Haukioja et al. 2008). Its adhesion on s‐HA is poor, but F. nucleatum 
enhances  the  adherence  (Haukioja  et  al.  2006).  MS  growth  is  lower  in 






However,  heat‐inactivated  BB‐12  decreased  the  cariogenity  of  S.  mutans  by 
generating significantly less mineral loss, when compared to viable BB‐12 combined 
with  S.  mutans  (Schwendicke  et  al.  2014b).  Early  administration  of  BB‐12  has 
resulted in poor oral colonization and has shown no beneficial effects in the action 
against caries, e.g., lowered MS count or decrease in manifested caries (Taipale et 
al.  2012,  Taipale  et  al.  2013).  However,  in  the  same  study  BB‐12  use  caused  a 
reduced incidence of respiratory infections in the probiotic subject group during the 
first eight months of life (Taipale et al. 2016). 
Probiotic  Bifidobacterium  (strain  not  indicated)  has  inhibited  the  growth  of 
periodontal pathogens P. gingivalis, F. nucleatum, and A. actinomycetemomitans in 
vitro when  inoculated as an early colonizer.  In a simultaneous bacterial addition, 







several  bifidobacterial  growth  stimulating  factors  and  in  breast‐fed  infant’s  gut, 
bifidobacteria are predominant. Probiotic bifidobacteria are introduced in several 
new‐born  pathologies  and  infant  diseases,  such  as  necrotizing  entero‐colitis, 
infantile colics and acute diarrhoea (Di Gioia et al. 2014). They reduce the risk of 








edentulous  mouth  (Mantzourani  et  al.  2010).  Their  counts  correlate  with  other 
caries‐associated bacteria, e.g., mutans streptococci, and lactobacilli, as well as oral 
hygiene and dietary habits  such as  the  frequency of  sugar  consumption and  the 
amount  of  dietary  sugar.  In  a  site‐specific  study,  the  lowest  proportions  of 
bifidobacteria was found on sound dental surfaces. (Kaur et al. 2013). Furthermore, 




oral  cavity,  and  it  is  a  potential  cariogenic  pathogen  (Ventura  et  al.  2009). 
Interestingly, when the resistance of bifidobacteria to acidic conditions was studied 
in vitro, B. longum tolerated well the wide pH range between 4.0‐8.0, and B. dentium 
grew  best  in  a  narrow  pH  range  around  neutral  (Nakajo  et  al.  2010). When  the 
microbial diversity of dentin caries lesion was studied in relation to pH, B. dentium 
was present at sites with pH 5.5‐6.0 (Kianoush et al. 2014).  However, S. mutans has 








are also widely used  in probiotic products.  Still,  the knowledge of  the cariogenic 
potential of probiotics is scarce. Studies of their effects on gingival health have been 
focused  on  lactobacilli,  mainly  on  L.  reuteri.  Bifidobacteria  are  associated  with 
dental caries and have a contradictory role in oral cavity. Furthermore, there are no 
clinical studies available on the effects of probiotic BB‐12 and LGG on gingival health. 
The aim of  this  thesis was to study the probiotic bacteria  in relation to the most 




PTA  5289  from  the  cariological  point  of  view.  The  work  included  both 
adhesion  and  biofilm  formation,  and  studies  of  acidogenity  and  arginine 
degradation. The hypothesis was, that the probiotic L. reuteri strains adhere 
to and form a biofilm on dental surfaces.  It  is suggested that  they produce 
acids from sugars, and alkaline pH in the presence of arginine. (Study I) 
To  study  the  integration  and  the  effects  of  probiotic  BB‐12  and  oral 
Bifidobacterium isolates on the oral supragingival cariogenic and subgingival 
biofilms  in vitro. Since bifidobacteria are associated with dental caries and, 
simultaneously,  with  gingival  health  there  might  be  variation  in  their 
integration  and  growth  in  supragingival  and  subgingival  biofilms.  The 




effect  on  the  salivary MS  and  LB  count;  effect  on  the  composition  of  oral 











This  study  included  four  probiotic  strains  and  nine  oral  Bifidobacterium  isolates 
(listed in Table 2). Bacteria representing oral pathogens and oral commensals were 




STUDY  BACTERIAL STRAIN  ROLE   ORIGIN 
I  Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289  probiotic  oral cavity  
I  Lactobacillus reuteri ATCC 55730  probiotic  breast milk 
II, III, IV  Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12  probiotic  Chr. Hansen’s collection 
of dairy cultures  
II  Bifidobacterium dentium AJ 32‐1  oral isolate  oral cavity 
(Beighton  et  al.  2008; 
Kaur et al. 2013) 
II  Bifidobacterium dentium AJ 47‐1  ̶  “  ̶      ̶  “  ̶     
II  Bifidobacterium dentium NH 4‐1  ̶  “  ̶      ̶  “  ̶     
II  Bifidobacterium dentium NH 6‐1  ̶  “  ̶      ̶  “  ̶     
II  Bifidobacterium dentium RC‐12  ̶  “  ̶      ̶  “  ̶     
II  Bifidobacterium longum MU 57‐1  ̶  “  ̶      ̶  “  ̶     
II  Bifidobacterium longum MU 86‐7  ̶  “  ̶      ̶  “  ̶     
II  Bifidobacterium longum MU 92‐2  ̶  “  ̶      ̶  “  ̶     
II  Bifidobacterium longum MU 93‐4  ̶  “  ̶      ̶  “  ̶     








and  Le  Pont  de  Claix,  France),  in  biofilm  assays,  and  on  BHI  (BD)  medium, 
supplemented with 13.5 g of agar l‐1,  in agar‐overlay assays were used for MS. A. 
naeslundii  was  precultured  on  Blood  agar  containing  5%  sheep  blood  (BD).  F. 
nucleatum and P. gingivalis were precultured on Brucella agar (BD). Bifidobacteria 
were grown on MRS agar (BD). MRS agar for BB‐12 was supplemented with 0.05% 













For adhesion  study  (I), whole  saliva was diluted 1:1  in buffered KCl, pH 6.5,  and 
stored on ice until used in experiments. For biofilm studies (I, II) saliva samples from 










BDH Chemicals  Ltd.,  Poole, UK) were washed with buffered KCl,  and  the  labeled 
bacteria were let to adhere on saliva‐coated HA for 60 minutes in room temperature 
(RT). Unattached bacteria were washed out with buffered KCl, and the number of 
bound bacteria was counted with a  liquid  scintillation counter  (MicroBeta Trilux; 








(Ø  5  mm,  Dense  Hydroxyapatite  Discs,  Clarkson  Chromatography  Products  Inc., 
South Williamsport, PA, USA) coated with whole saliva were placed in wells, where 















to  study  the  degradation  of HA  in  different  growth media.  Bacteria were  grown 
overnight and washed twice before suspending in PBS, and bacterial suspensions 
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Biofilm  preparation  is  described  in  Study  II.  Briefly,  bacterial  cultures  of  each 
separate  strain  were  prepared  in  S‐FUM  (FUM  with  3  %  of  sucrose)  for  the 





















with 0.05%  (wt vol‐1)  cysteine hydrochloride and 5 mg ml‐1 of mupirocin  (Merck, 
Darmstadt, Germany). Culture medium pH was measured after sample collection.  
4.3.2. Agar overlay interference assays 
The  inhibition  of  bifidobacteria  by  S.  mutans  and  that  of  P.  gingivalis  by 





These  were  incubated  overnight  and  a  second  layer  of  molten  agar  (MRS  for 
bifidobacteria, blood  for P. gingivalis)  containing bifidobacteria or S. mutans was 
added  on  top  of  the  first  layer.  After  this,  50  µl  of  bacterial  suspension 
(Bifidobacterium or P. gingivalis) with approx. 108 CFU/ml was plated on top of the 
agar.  





The  study was  a  randomized,  controlled,  double‐blind  trial with  a  4‐week  run‐in 
period and a 4‐week study period (Figure 1). During the run‐in period, subjects were 
instructed  not  to  use  commercial  products  containing  LGG,  BB‐12,  or  xylitol. 
Otherwise,  subjects  were  instructed  to maintain  their  normal  dietary  and  tooth 
brushing  habits  (most  of  them  brushed  twice  a  day).  The  same  brand  fluoride 








used  tablets  without  probiotics.  The  recommended  daily  amount  of  4  pieces  of 
probiotic‐containing lozenges resulted in a dose of 2 g xylitol and 2x109 CFU/ml for 
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both  LGG  and  BB‐12.  The  subjects were  instructed  to  take  the  first  of  the  daily 
tablets in the morning and the last in the evening, always after brushing their teeth.  
Subjects and ethics 










During  the  study period,  two  subjects  dropped out  of  the  study:  one during  the 
wash‐out  period  and  one  during  the  test  period.  In  both  cases  the  reason  for 
dropout was  gastrointestinal  problems which were  not  associated  to  the  use  of 




























onto  10 µl  TE  buffer  (Sigma‐Aldrich,  St.  Louis, MO, USA)  and  shipped  in  dry  ice. 
Genomic  DNA  was  purified  (MasterPure  Gram  Positive  DNA  Purification  kit; 
Epicentre  Biotechnologies, Madison, WI,  USA,  with modifications)  and microbial 
profiles  were  generated  from  the  image  files  of  scanned  HOMIM  arrays.  The 
concentration  levels  of  approx.  300  oral  taxa  were  determined  by  microarray 











assay  using  (ELISA)  commercial  kits  and  following  manufacturers’  protocol; 
Quantikine ELISA was used for MMP‐9 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and 














In  the clinical  study,  the sample size was based on earlier studies. The effects of 
probiotic  consumption on  the primary outcome,  salivary MS  count,  can be  seen 
even with  a  sample  size  of  10 MS‐positive  subjects  (Caglar  et  al.  2008).  After  a 




intervention  comparisons.  Association  of  PI  and  GI  in  groups  was  studied  with 
multinomial logistic regression analysis.   
For statistical analyses SPSS versions 19.0‐23.0 (IBM Inc., New York, USA) were used. 








Adhesion  of  L.  reuteri  strains  ATCC  PTA  5289  and  ATCC  55730  on  saliva‐coated 
hydroxyapatite is presented in Table 3. The two studied L. reuteri strains differed 














L. reuteri ATCC PTA 5289  1.9 (± 0.3)  12.5 (± 1.9)  5.4 (± 2.0)  25.0 (±2.6) 
L. reuteri ATCC 55730  2.5 (± 1.0)  2.5 (± 1.2)  3.6(± 1.6)  4.1 (± 1.3) 












Figure  2.  Bacterial  number  of  L.  reuteri  in  biofilm  on  s‐HA  and  in  surrounding  medium 
(planktonic), in presence of glucose or sucrose as carbon sources (Study I). Glucose enhanced 
growth of  strain ATCC 55730 when compared  to  control  (a  p=0.018)  and  to  sucrose as  a 
carbon source (b p=0.002), univariate ANOVA with contrast estimate. 
5.1.3. Arginolytic properties 
Both  L.  reuteri  strains  degraded  arginine  (Table  4).  Both  in  the  presence  of  and 
without any added glucose, the final pH values were higher with a greater amount 
of arginine in the growth media (one‐way ANOVA, comparison to the control with 
Dunnett’s  t‐test).  Strain ATCC PTA 5289 produced more alkali  in  the presence of 

















media  after  24  h  incubation  (growth  medium  pH  correlated  with  log10(Ca2+), 
r=0.903; Pearson correlation, p=0.002) and it varied between 3.7 and 1388 µg/ml. 





The  counts  of  BB‐12,  oral  bifidobacteria,  A.  naeslundii,  and  F.  nucleatum,  in 
subgingival biofilms are shown in Table 1 in Study II.  
All  studied  bifidobacteria  integrated  into  the  biofilm  with  A.  naeslundii,  F. 






















B. dentium  strains  and  two of  the B.  longum  strains  (MU 92‐2  and MU 93‐4), F. 
nucleatum  count  was  similar  than  the  control.  At  42  h,  the  F.  nucleatum  count 









































enhanced  the  growth  of A.  naeslundii  (p=0.005, Dunnett’s  two‐sided  t‐test),  but 
after 42 h of incubation, it grew well only in the presence of B. dentium AJ 47‐1. At 




in  biofilms  with  BB‐12,  and  between  4.3  and  4.7  in  biofilms  with  B.  dentium. 
Differences between groups were not statistically significant. At 42 h, the pH of the 
biofilm  with  B.  dentium  NH  6‐1  was  higher  than  that  of  the  control  (p=0.001, 
Dunnett’s two‐sided t‐test). 
5.2.3. Agar overlay interference assay 

















   PI*        GI*       
   control  LGG + BB‐12  p‐value b  control  LGG + BB‐12  p‐value b 
baseline  0.88 [0.11, 2.00]  1.00 [0.46, 1.79]  0.112  0.67 [0.04, 2.00]  0.71 [0.21, 1.17]  0.929 
4 wk  0.79 [0.04, 2.10]  0.94 [0.30, 1.71]  0.176  0.63 [0.08, 1.67]  0.56 [0.08, 1.00]  0.571 




their  saliva.  Of  these,  14  subjects  in  the  probiotic  group  and  19  subjects  in  the 






































PTA 5289 were  studied  from the  cariological point of  view. They were  shown  to 
express cariogenic properties in favourable conditions. The strains differed in their 





oral  microbiota  were  observed  after  probiotic  consumption  but  probiotic 
intervention showed promising results on gingival health and oral  immunity. This 





The  cariogenic  bacteria  adhere  on  dental  surfaces;  they  produce  acids  from 
fermentable carbohydrates and survive in acidic conditions (Gibbons 1989; Loesche 





















metabolism  modifies  plaque  pH  and  promotes  dental  health.  Slightly  acidic 
conditions start alkali production  in dental plaque as a reaction to the acid pulse 
generated  by  acidogenic  bacteria  (Wijeyeweera  and  Kleinberg  1989).  L.  reuteri’s 
ability to maintain an alkalic pH in the presence of arginine and glucose reflects its 
potential of caries‐prevention in the mouth (Huang et al. 2015). L. reuteri is regarded 
as  non‐cariogenic.  It  has  been  claimed,  that  it  does  not  decrease  the pH of  oral 
biofilms (Madhwani and McBain 2011) or degrade HA in vitro (Nikawa et al. 2004). 
Furthermore, clinical evidence, although limited, suggests that a combination of L. 
reuteri ATCC  55730  and  PTA  5289  does  not  influence  the  acidogenity  of  dental 
plaque  in  orally  healthy  adults  (Marttinen  et  al.  2012).  However, when  arginine 
sources  are  limited  and  carbohydrates  available,  L.  reuteri  can  generate  acidic 
conditions (Hedberg et al. 2008). This is in accordance with the results of this study, 
where the potential of L.  reuteri  to dissolve Ca2+  from HA was dependent on the 
environmental  factors,  e.g.,  carbohydrate  availability.  Furthermore,  the 
exopolysaccharide production of L. reuteri varies with different sugars as the source 





L.  reuteri.  Arginine  metabolism  was  indicated  by  measuring  pH  without  the 
detection of  released ammonia.  These additional  studies would have  resulted  in 
more specific information on the bacterium's cariogenic properties, e.g., its biofilm 
formation, ability to inhibit oral pathogens, and arginine metabolism.  
In  the  light of  this  and other  studies,  L.  reuteri  can be  considered as  a harmless 
organism from the cariological point of view (Keller and Twetman 2012; Marttinen 
et al. 2012; Nikawa et al. 2004). However, L.  reuteri  has only a  limited effect on 
salivary MS  (Keller  et  al.  2012).  Lactobacilli  are  usually  found  in  cavitated  caries 









found  in  caries  lesions  and  their  count  correlates  with  caries  occurrence 
(Mantzourani et al. 2009b). On the other hand, bifidobacteria have been found in 
periodontally  healthy  subjects  more  frequently  than  in  subjects  suffering  from 
periodontal  disease  (Hojo  et  al.  2007b).  BB‐12  has  no  significant  effect  on  MS 
colonization or caries incidence in small children (Taipale et al. 2012; Taipale et al. 
2013). In children aged 6‐12 years and also in adults, BB‐12 alone or combined with 
L.  acidophilus  La‐5  reduces  salivary MS  counts  temporarily  (Ashwin  et  al.  2015; 
Caglar et al. 2008; Singh et al. 2011). There are no studies available of the effects of 
BB‐12 or other probiotic bifidobacteria on the periodontal disease. 
















BB‐12  had  no  effect  on  biofilm  pH,  but  oral  bifidobacteria  decreased  the  pH 
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acidic  conditions  generated  by  S. mutans,  may  be  the  reason  for  absence  of  F. 
nucleatum in cariogenic biofilm.  Inclusion of F. nucleatum in the model could also 
have enhanced the growth of bifidobacteria in the supragingival cariogenic biofilm. 





The  probiotic  effects  of B.  dentium  and  BB‐12  in  periodontal  disease  should  be 
studied further. Since there was no effect on MS count or the acidity of supragingival 
cariogenic  biofilm,  the  potential  cariogenic  effects  should  be  taken  into 
consideration. B. longum may be introduced in the mouth in probiotic food products 


















probiotic  lactobacilli  and bifidobacteria have only a  limited effect on  salivary MS 
count (Cagetti et al. 2013). 
Probiotic L. reuteri DSM 17938 and PTA 5289 consumption causes a temporary shift 






same  during  the  study  period.  At  the  time  of  the  study,  the  method  to  study  
oral  microbiota  detected  approx.  300  microbial  species.  Today,  a  more  








sample  collection,  and  they  restrained  from  oral  hygiene  before  the  sample 
collection.  LGG has earlier been detected  in  the  salivary  samples of  some of  the 
subjects directly after a probiotic intervention (Marttinen et al. 2012, Yli‐Knuuttila 
et al. 2006). BB‐12 was not found in most of the subjects' samples even during the 
intervention  (Taipale  et  al.  2012). After  a  follow‐up period,  both  LGG and BB‐12 
were undetectable in oral samples. Thus, they can be regarded as poor colonizers 
of the oral cavity (Taipale et al. 2012, Yli‐Knuuttila et al. 2006).  
Probiotic  consumption  has  increased  the  salivary  flow  in  elderly  suffering  from 

















and  had  low  mean  GI,  which  indicates  healthy  gingiva,  immunomodulation  by 
probiotics was hypothetically the mechanism causing reduced gingival and plaque 
indexes.  Probiotic  L.  reuteri  can modulate  the  inflammatory  response  in  GCF  by 
reducing TNF‐α and IL‐8 (Twetman et al. 2009). There are no studies available of oral 


















the  light  of  this  study,  they  seem  to  have  a  potential  for  immunomodulation. 
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markers or  indicators of  caries and periodontal diseases  in addition  to  surrogate 









initial  biofilm  formation  (Cagetti  et  al.  2013).  Furthermore,  a  distraction  of  oral 
microbial community prior to probiotic therapy may increase probiotic effects. Full 
mouth  disinfection  with  chlorhexidine  reduces  salivary  MS  count  and,  after  a 






and  disease  has  lately  hugely  increased.  Earlier  studies  have  focused  on  specific 





gained  when  bacteria  do  not  integrate  into  oral  biofilms  (Marsh  et  al.  2015). 
Traditionally, probiotics are isolated from the gut and primarily used at body sites 
other than the oral cavity. Oral commensals may give more promising results  for 
oral  health  and potential  oral  probiotics  are  searched among oral microbiota.  In 
addition  to  high  antimicrobial  activity,  oral  lactobacilli  express  a  tolerance  to 
environmental stress in the oral cavity (Kõll et al. 2008). Probiotic streptococci, e.g., 
S.  salivarius  M18,  S.  uberis  KJ2,  S.  oralis  KJ3,  and  S.  rattus  JH145,  have  proved 
promising in caries prevention in children (Di Pierro et al. 2015; Hedayati Hajikand 







studied  for  the  treatment  of  gut‐associated  diseases.  The  idea  is  to  introduce  a 
healthy gut microbiome into a diseased bowel. Promising results are reported in the 
treatment  of  diseases,  e.g.,  antibiotic‐associated  diarrhoea,  inflammatory  bowel 
syndrome,  and  metabolic  syndrome.  (Kelly  et  al.  2015)  In  the  oral  cavity,  a 
microbiome transplant is suggested for the treatment of periodontitis (Pozhitkov et 
al.  2015). More  studies  are  desperately  needed  in  this  field.    The bacteriophage 
communities affecting oral microbiome in health and disease should also be studied 
(Edlund  et  al.  2015).  Bacteriophage  therapy might  have  a  potential  to  alter  the 
dysbiotic oral microbiota  in disease. Even more promising results may be gained, 





In  the present study, probiotic L.  reuteri  strains ATCC 55730 and ATCC PTA 5289 




BB‐12 and oral bifidobacteria differed  in their  integration into and actions  in oral 
biofilms. The integration of bifidobacteria into oral biofilms seems to be affected by 
oral bacteria. The possible probiotic effects of bifidobacteria in subgingival biofilms 
may  be  gained  by  the  inhibition  of  periodontal  pathogens.  Inhibition  may  be 





decreased  salivary  TIMP‐1  levels  indicate  possible  immunomodulation.  The 
combination  of  BB‐12  and  LGG,  and  their  health  benefits  in  periodontal  disease 
should be studied further. 
In  the  light  of  current  knowledge,  probiotics  are  not  recommended  to  manage 
caries,  but  they  might  be  used  in  managing  periodontal  diseases  (Gruner  et  al. 
2016).  This  view  is  supported by  the  findings of  this  thesis. Probiotic actions are 
strain‐specific. Both in vitro and clinical studies show only a limited effect on the MS. 
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